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世界中に約25万 種が知 られる被子植物の多様性は、約2億 年の時を経た進
化の産物である。被子植物は、陸上生態系のさまざまな環境に適応 して多様化
を遂げ、それに伴って様々な形態が進化 してきた。このような多様な形態がど
の ように進化 してきたかを追求する第一の手段 として、分子系統解析が用い ら
れている。精度の高い系統関係の推定が期待でき、分子系統樹上 に議論の対象
となる形態の情報を配置することによって、その形態の原始状態お よび派生状
態が明 らかにな り、形態の進化方向の議論が可能 となる。この手法は様 々な植
物群で広 く用いられてお り、被子植物の多 くのグループで形態の進化方向が明
らかになってきた(例 えばSoltisetaL,1998)。
近年は、被子植物の形態進化を追求するさらなる手段 として、モデル植物の




ウモ ロコシ(Zeamays)、タバ コ(Nicotianatabacum)、お よび、 キ ンギ ョソ ウ
(Antirrhinummajus)などの主に農作物を中心に明 らかになってきた。これ らの
モデル植物の解析の結果は、形態形成の遺伝的メカニズムを明 らかにするだけ
ではな く、実際に自然界で起 こった形態の進化に関連する遺伝的背景 と相同で
あると考 えられ る場合には、 この進化現象の遺伝的メカニズムを特定すること
にもつながる(Tsukaya,1995)。このような発想で、いち早 く形態形成遺伝子の






伝子族 に属 する多 くの遺伝子が重複を繰 り返 した結果であることが示 された
(例えばTheissenetaL,2000)。MADS遺伝子族は被子植物の花の基本的体制の進
化 を考 える上で重要であるが、 しかし一方で、花の出現は被子植物の進化の歴
史の中で一度 しか生 じなかった現象であるために、その形質の進化の遺伝的メ
カニズムを探 り、 また実験的に進化過程を再現する研究を行 うことが極めて困
難である。
これ に対 して、例えば木本性やつ る性などといった進化の過程で複数回平行
的に生 じたとされる形態形質は、その出現頻度を考慮すると比較的少数の遺伝
子の変化 によって生 じていると推定され、そのために遺伝的背景を特定 しやす
い と考 え られる。また、数種の事例を比較する事も可能で、 これ らのことか ら
形態進化の遺伝的メカニズムと、その一般性の解明に適 した研究対象である。
しか し、被子植物で平行進化 している形態形質は、そのほ とんどがモデル植物
には見 られない形質である。また、モデル植物で得 られている突然変異体も、
狭葉化(TsugeetaL,1996)などの一部の限 られた例を除き自然界で見 られる進
化現象の解析 に応用できる例が少ないために、これ まではほとん ど進化発生学
的研究が行われてこなかった。
近年 、モデル植物であ るキ ンギョソウか ら花の相称性 に関与 する遺伝 子
(cycloidea)が単離された(Luoetal.,1996)。花の相称性は、野生植物の平行
進化現象 をモデル植物の情報を応用 して解析で きる数少ない例の一つである。
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花 の相 称 性 の 進 化 の 中で 最 も注 目され て い るの は、 特 殊 な 形態 を示 す左 右相 称
花 の 進 化 で あ る。 左 右 相 称 花 は被 子植 物 で複 数 回 平行 的 に生 じた形 質 と考 え ら
れ て お り(Stebbins,1974)、動物 媒 花 の 進 化 の 一 般 的 な方 向で あ る と考 え られ
て い る(DafniandKevan,1996;Nealetal・,1998;GiurfaetaL,1999)。cycloideaの
発 現 の 有 無 で キ ンギ ョ ソ ウの 花の 相称 性 に変 化 が 生 じる とい う事 実 は 、 花 の相
称 性 の 進 化 の 研 究 に 遺伝 的 背 景 の解 明 とい う新 た な 方 向性 をも た ら した 点 で 特
筆 に 値 す る。 こ の遺 伝 子 と相 同 な遺伝 子 が、 キ ンギ ョ ソ ウ と近 縁 な ホ ソバ ウ ン
ラ ン(LinariavuZgaris:Cubasetal.,1999b)や、キ ク科 植 物 の ノボ ロ ギ ク(Senecio
vulgaris=Gilliesetal.,2002)の花 の相称 性 に も関 与 して い る こ とも示 され て い る。
そ れ らの こ と を考 慮 す る と、 この遺伝 子 は様 々 な植 物 群 の 花 の 相 称 性 に 関与 し
て い る可 能 性 が高 く、 キ ン ギ ョソウ に近 縁 な植 物 群 を 中心 に花 の相 称 性 の進 化
に 関 す る進 化 発 生 学 的 な仮 説 が提唱 され て い る(CoenandNugent,1994;Cronk
andM611er,1997;Donoghueetal.,1998)。しか し、 被 子植 物で 繰 り返 し進 化 した
左 右 相 称 花 の 遺 伝 的 メカ ニ ズ ム の全 体 像 を明 らか に す る た め に は 、 す で に遺 伝
子 の作 用 が 明 らか に な って い る植 物 と系 統 的 に離 れ た植 物 群 で も研 究 を 行 い 、
得 られ た結 果 を こ れ まで の結 果 と比 較 す る必 要 が あ る。 その た め に本研 究 で は、
こ れ ま で左 右 相 称 性 の遺 伝 的 メカ ニ ズ ム が 明 らか に な って い る分 類 群 とは 系 統
的 に 離 れ 、 か つ 特 徴 的 な 左 右 相称 花 を含 む グル ー プで あ るマ メ科 植 物 を、花 の
相 称 性 の 進化 に 関 す る進 化 発 生 学的研 究 の 新 たな 対 象 と して取 り上 げた 。
マ メ 科 植 物 は、 放 射 相 称 花 を もつ ネ ム ノキ 亜 科(Mimosoideae)、放 射 相 称 花
か ら弱 い 左 右 相 称 花 をも つ ジ ャケ ヅイ バ ラ亜科(Caesalpinioideae)、そ して、 特










特徴 は、有効な送粉者 を限定する機能 をもつ と考えられている(Arroyo,1981;
Endress,1994)。これまでに行われてきた花の発生学的研究の結果から、このよ
うな蝶形花特有の特徴は、花弁原基 と雄蕊原基の出現及びそれらの発生に背軸





を 目的 として行った研究について述べ る。第二章ではマメ科植物から単離され




第1章:マ メ科 植 物 か らのcycloidea相同遺 伝 子 の単 離
1-1.序論
花 の相 称 性 は 、 あ る花 に対 して 引 くこ との で き る対称 軸 の 本 数 で 分 類 され る
(図1)。 花 の 中 心 を通 る対 称 軸 を複 数 本 引 くこ と が 出来 る花 を 放 射 相 称 花
(actinomorphicflower)と呼 ぴ、 モデル 植 物 で は シ ロ イ ヌナ ズ ナ の花 が この タ イ プ
で あ る 。 一 方 、 対 称 軸 を1本 しか 引 く こ と の 出 来 な い 植 物 を 左 右 相 称 花
(zygomorphicflower)と呼 び、 モデ ル植 物 で は キ ンギ ョソ ウの 花 が この タ イプ
に相 当 す る。 主 に花 弁 や雄 蕊 形 態 が特 殊 化 した 左 右 相 称 花 は、 ゴ マ ノバ グサ 科
を は じめ、 シ ソ科 、 マ メ科 、 ラ ン科 等 で よ く見 られ る。
花 の相 称 性 の 遺 伝 的研 究 は 主 に キ ンギ ョ ソ ウの 突 然 変 異 体 を用 い て 行 われ て
い る(例 え ばEndress,2001)。トラ ンス ポ ゾ ン を用 い て作 成 した キ ン ギ ョ ソ ウの
突 然 変 異 体 の 研 究 か ら、左 右相称 花 の形 成 に は 、 花 の 向 軸側 の器 官 でcycloidea
(eVC)、dichotoma(DI(珂、 お よびradialis(RAD)の発 現 が 関 与 して お り、 また背
軸 側 の 器 官 で はdivericata(DAうが作 用 して い る こ とが 明 らか に な っ た(Luoetal。,
1996;Almeidaeta1.,1997;Luoetal.,1999;GalegoandAlmeida,2002)。これ らの う
ち、 まず 最 初 に(:ycloideaの全 貌 が 明 らか に な っ た。cycloideaは286アミノ酸 で
構 成 さ れ る転 写 調 節 因子 であ り(Luoetal.,1996)、そ の 中 に はべ 一 シ ヅク ・ヘ
リ ック ス ・ル ー プ ・ヘ リ ヅクス構造 を持 つDNA結 合 領 域 で あ るTCPド メ イ ン
と、 機 能 は まだ 明 らか で は な いが ア ミノ酸 配 列 が 保 存 され て い るRド メ イ ン を
含 む こ とが 明 らか に な った(Cubasetal.,1999a)。dichotomaは、(rycloideaと同
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じドメインを含み、cycloideaとの相同性はアミノ酸レベルで77%と非常に高 く、




グサ科 に属 す るホ ソバ ウンランでは、CYCやDICHの 相 同遺伝 子であ る





筒状花の形態の差異には複数の αCやDICHの 相同遺伝子が関与 していること
が明 らかになった(GilliesetaL,2002)。
このように、αCやDICHの 相同遺伝子が花の相称性の決定 に非常に重要な
役割 を果た し、かつ この相 同遺伝子に注 目して検討 を行うことによって様々な
植物群で花の相称性の遺伝的背景が明 らかになって きた。 しか し、 これまで研
究が行われて きた植物は全てAsterid(APG,1998)という系統群に属 している(図
2)。この相 同遺伝子が、 さらに系統的に離れた植物群の左右相称花の進化にも










Luoetal.(1996)は、CYCが キ ン ギ ョソ ウ の花 の 発生 の初 期 に向 軸側 付 近 で 発
現 して い る こ とを報 告 して い る。 そ こ で本 研 究 で は この結 果 に従 い、mRNAの
発 現 時 期 を考 慮 して 、花 序 に多 くの花 を含 む種 類 を基 準 と して選 定 した。 また、
野 外 で 材 料 を採 集 す る ため に、mRNAが 失 活 しな い よ うに採 集後 す み や か に研
究 室 に持 ち帰 る こ とが で き る範 囲 内で の採 集 に つ とめ た。 さ らに、 すで に 明 ら
か に な って い るマ メ科 植 物 の 系統 関係 を考 慮 して(Doyleeta1.,1997;KajitaetaL,
2001)、系 統 的 に広 い範 囲 の植 物 を サ ンプ リ ン グ す る よ うに 心掛 け た 。 そ の結
果 、 本 研 究 で は クズ(、Puerarialobata)、クラ ラ(Sophoraflavescens)、お よび フ
ジ(Wisteriafloribunda)を材 料 と して 選 び 、 そ の 花 序 を野外 か ら採 集 した 。 ま
た 、 観 賞 用 と して 広 く栽 培 され て い る ヒ メ エ ニ シ ダ(Cytisusracemosus)の花
序 を東 北 大 学 理 学部 附属 実 験 園 で 栽 培 さ れ て い る個 体 か ら採 集 し、 実 験 に用 い
た 。 本 研 究 で 扱 った サ ン プル に関 して は、 す べ て証 拠 標 本 を東 北 大 学 理 学 部 標
本 庫(TUS)に 収 め た(表1)。
1-2-2,RNAの単 離
全RNAの 抽出には一般的にはグアニ ジン法が用い られてお り、本研究でも
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この 方 法 を試 み たが 全RNAの 収 量 が 少 なか っ た た め に、 実 際 に抽 出 に 際 して
はHongeta1.(1987)の方 法 を改 良 して 以 下 の よ うに全RNAの 抽 出 を行 っ た。 花
蕾 約39を 液 体 窒 素 中で す りつ ぶ し、 そ れ を あ らか じめ 氷 中 に 準 備 して い た約
10mlのdetergentbuffer(10mMTris-HCI,50mMNaCl,6%(w/v)P-aminosalicylicacid,
2%(w/v)triisopropylnaphtalensulfonicacid,1%(v/v)1-butano1)中に 入 れ2分 間ボ
ル テ ヅ クス を行 った。そ の溶 液 に さ らに等 量 のPCIA(phenol:chloroform:isoamyl
alcohol=25=24:1)を加 え14000rpmで20分間 遠 心 した 。 この 操 作 を4回 繰 り返
し、 そ の 後 に得 られ た水 層 部分 に0.1倍容 の3M酢 酸 ナ トリウ ム と約3倍 容 の
エ タ ノ ー ル と を加 えて1時 間氷 中 に置 い た。 そ の後14000rpm、4℃ で10分 間 遠
心 して7ヒ清 を除 き70%エ タ ノー ル で 洗 浄 した後 、 沈 澱 を減 圧 乾 燥 して100μ1滅
菌 水 に 溶 解 した 。 こ こで得 られ た全RNAに つ いて 、Oligotex-dT30(TAKARA)
を用 い てmRNAの 精 製 を行 った 。
1-2-3.クロ ー ニ ン グ 及 び シ ー ケ ン ス
cDNAはRNA-PCRKit(TAKARA)を用 い た逆 転 写 反 応 に よ っ て作 成 した。
この 反 応 は 、QTP-1型ク イ ヅクサ ー モ パ ー ソ ナル(日 本 ジ ェ ネ テ ィ クス)を 用
い て30℃10分 、50℃30分、95℃5分 の 温 度 条 件 で 行 っ た 。 この 逆 転 写 反応 で
得 られ たcDNAを 用 い てPCRを 行 っ た。この 際 に必要 な 試 薬 を 同様 にRNA-PCR
Kit(TAKARA)に従 って調 整 し、94。C2分の 後 に94。C30秒、50℃30秒、72℃2
分 を45サ イ クル 行 い 、 最後 に72。Cで15分 の 伸 長反 応 を行 っ た 。 このPCRに
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用 い た プ ラ イマ ー は、CYC(Luoetal.,1996)とTBI(Doebleyetal,,1997)の配
列 を も と に、 これ まで に 明 らか にな って い る2つ の ドメ イ ン中(TCPド メイ ン
とRド メ イ ン:図3)に 作 成 した(表2)。 このRT-PCR産物 を1%ア ガ ロー ス
ゲ ル で 電 気泳 動 して チ ェ ヅク を行 い、 目的 の 長 さの 増 幅 産 物 が確 認 で きた場合 、
再 度1・5%SeaPlaqueゲル(FMCBioProducts)で電 気 泳 動 した後 、 産 物 を切 り出
して 精 製 を行 った 。精 製 を行 った産 物 は、TAク ロー ニ ング キ ヅ ト(Invitrogen)
を用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ンお よび トラ ン ス フ ォー メ ー シ ョン を行 い 、 得 られ た組
み換 え体 をLBプ レー ト上 に蒔 き、37℃で18時 間培 養 した 。 そ の後 、 ク ロー ン
化 したPCR産 物 を含 む と思 われ るプ ラス ミ ドを アル カ リ法 で抽 出 し、EcoRIで
切 断 して ア ガ ロー ス ゲル 電 気泳 動 を行 い、 目的 の産 物 が 含 まれ て い る か ど うか
を確 認 した。 断 片 長 が1.5kb以下 の産 物 を含 む プ ラス ミ ドに関 して は、 全 て塩
基 配 列 の決 定 を行 っ た 。 サ イ クルPCR反 応 はTrermoSequenceIIDyeTerminator
CycleSequencePremiXKit(AmershamPharmaciaBiotech)を用 いて 行 っ た 。反 応
は 、QTP-1型クイ ヅク サ 一ーモパ ー ソナル(日 本 ジ ェネ テ ィク ス)を 用 い て、94℃
30秒、50℃20秒、72。C1分の過 程 を30サ イ クル 行 い 、 その 産 物 を フ ェ ノー ル
ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 行 っ て 精 製 し、ABI373ADNAシ ー ケ ン サ ー(ApPlied




これ まで に 本研 究 以外 の研 究 で得 られ て い るTCP遺 伝 子 族 に属 す る遺 伝 子 の配
列 全 て をGenBank/EMBLIDDBJより得 た(表3)。 各 塩 基 配 列 を ア ミノ酸 配列 に
変換 し、CLUSIAL×(Thompsonetal.,1997)を用 い てGONNETproteinweight
matrixに基 づ いて ア ラ イ メ ン トを行 った 。 そ の 際 、 本 研 究 の 結 果 得 られ た ア ミ
ノ酸 の う ち、TCPド メ イ ンお よびRド メイ ン上 に あ る プ ラ イマ ー 部 分 に対応 す
る ア ミノ 酸 配 列 は取 り除 いた 。
系 統 解 析 に は 、 近 隣 結 合 法(neighbor-joiningmethod:以下NJ)と 最 尤 法
(maxmum-likelihoodmethod:以下ML)を 用 いて 解析 を行 った 。TCPド メイ ン
以 外 の 領 域 は、 そ れ ぞれ の遺 伝 子 間 で ア ミノ酸 の変 異 が大 き く、 か つ ア ミノ酸
配 列 長 に 大 き く違 い が認 め られ た た め に 安定 したア ラ イ メ ン トの 結 果 が得 る こ
とが 困難 で あ っ た。 した が って 系統 解析 にはTCPド メ イ ン部 分 の配 列 の み を用
い た。NJの 系統 解 析 には 、PHYLIPversion3.572cのNEIGHBORprograrnを用 い
た(Felsenstein,1995)。ま た 、 距 離 行 列 の 計 算 に はPHYLIPversion3.6aの
PROTDISTprogramを用 い た(Felsenstein,2000)。各 枝 の単 系 統性 は ブー トス ト
ラ ヅ プ 法(Felsenstein,1985)によ っ て 検 討 した 。PHYLIPversion3.572cの
SEQBOOTprogramを用 いて(Felsenstein,1995)、1000回反 復 で 計 算 を行 っ た。
MLに 関 して は 、TREE-PUZZLEveL5.0(Schmidtetal.,2000)を用 い てquartet
puzzlingmethodによ る系統樹 推 定 を行 っ た(StrimmerandvonHaeselar,1996,
1997)。ア ミノ 酸 置換 に関 す るVTsubstitutionmodel(MUIIerandVingron,2000)
を も と に、25000回のpuzzlingstepsによ ってMLの 系 統 樹 を得 た。
マ メ科 植 物 のcycloidea相同遺 伝子 の遺 伝 子 重 複 を含 め た進 化 過 程 を推 定 す る
た め に は 、 生 物 の 系 統 樹 と遺 伝 子 の 系統 樹 を 比 較 す る必 要 が あ る。 そ こで 、
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GeneTreeveL1。3(PageandCotton,2000)を用 い て 、 両 方 の 系 統 樹 の 比 較 を行 っ
た 。 生 物 の 系 統 樹 は 、 本 研 究 で 用 い た 全 て の サ ン プ ル の 系 統 解 析 が 可 能 なrbcL
の デ ー タ に 基 づ く系 統 樹 を 用 い た(Chaseetal.,1993;Doyleetal.,1997;Kajitaet
al.,2001)。ま た 、 遺 伝 子 の 系 統 樹 はNJとMLの 両 方 の 系 統 樹 を 用 い た 。
1-2-5.アミ ノ 酸 置 換 速 度
得 られ た 配 列 中 に存 在 す る ドメイ ンの保 存性 を、 モ デ ル 植 物 等 で 明 らか に な
って い る遺 伝 子 の ドメイ ンの保 存性 と比較 す るた め に、 非 同義 置換 率(Ka)と
同義 置 換 率(Ks)に 基 づ くKa/Ks値を算 出 した(表4)。 こ の値 は、検 討 す る領
域 の 保 存 性 が低 い 場 合 、 そ の 領 域 が ほ ぼ 中立 に進 化 して い る場 合 に は ほ ぼ1.0
に近 い値 を示 し・ ま た多様 化 選択(diversifyingselection)をうけ て い る と考 え ら
れ る場 合 は1.0よ り も高 い 値 を示 す 。 しか し、 逆 に 保 存 性 が 高 く純 化 選 択
(purifyingselection)をうけて い る と考 え られ る場 合 に は1.0よ りも低 い値 を示
す 。 本 研 究 で は マ メ科 植 物 か ら得 られ たeVC相 同遺 伝 子 の 配 列 を、 ドメ イ ン と
推 定 さ れ る領 域 と ドメ イ ン 以 外 と推 定 さ れ る部 分 に 区 別 し、Nei&Gojobori
method(NeiandGojobori,1986)を用 い て そ れ ぞ れ の 領 域 の 非 同義 置 換 率 と 同
義 置 換 率 を算 出 し、Ka/Ks値を求 め た(表4)。
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1-3.結 果.
1-3-1.マメ 科 植 物 に お け るcycloidea相同 遺 伝 子
本研 究 の結 果 ・ マ メ科 植 物 には1種 に つ き複 数 の花序 で発 現 す るcycloidea相
同遺 伝 子 が 存 在 す る こ とが 明 らか にな っ た 。 以後 、 クズ か ら単 離 した遺 伝 子 を
PITCP1、PITCP2、PITCP3、PITCP4、ク ラ ラ か ら単 離 した遺 伝 子 をSffCP1、SflCP2、
エ ニ シ ダ か ら単 離 した遺伝 子 をCrTα・1、CrTCP2、CrTCP3、そ して フジ か ら単
離 した遺 伝 子 をWffCPI、WffCP2、WffCP3と呼 ぶ 。TCPド メ イ ンか らRド メ
イ ン まで の 間 の長 さは、 本研 究 で得 られ た配 列 の う ち最 も短 いPITCP2で333bp、
最 も 長 いCrTCP1で411bpで あ っ た 。 本 研 究 で 決 定 し た 配 列 は 全 て
GenBank/EMBLIDDBJに登録 した(アク セ ヅシ ョ ン番 号ABO76986.ABO76997:表
3)。
1-3-2.TCPドメ イ ン の 比 較
本研 究 で 得 られ た配 列 の他 に、 キ ン ギ ョ ソ ウのcycloidea(CYC)とdichotoma
(DI(功、 ホ ソ バ ウ ン ラ ンのL(:ycloidea(L(刀日Q、 トウモ ロ コ シ のteosinte-brabched
1(TBI)、そ して シ ロ イ ヌナ ズナ のTCP1を 加 えて 、TCPド メ イ ンの ア ミノ酸 の
ア ラ イ メ ン トを行 った(図4)。 別 系 統 に属 す る こ とが 明 らか に な っ たPITCP4
を除 き(図5,図6)、 ア ミノ酸 レベ ル で相 同性 の 比較 を行 っ た と こ ろ αCと の
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相 同性 は最 も高 いPITCP1で84,6%であ り、 最 も低 いCrTCP2でも82.7%であ
っ た。また、マ メ科 植 物 のTCPド メ イ ン どう しで 比 較 した結 果 、種 間 で は69.2%
か ら100%で あ り、種 内の そ れ ぞ れ の 遺伝 子 ど う しで は65,4%から100%で あ
った 。
CubasetaL(1999a)は、TCPド メ イ ン内にベ ー シ ッ ク領 域 、 ヘ リヅク ス1領 域 、
ル ー プ領 域 、 お よび ヘ リ ヅクスII領 域 が存 在 す る こ とを 明 らか に して い る。 本
研 究 で得 られ た マ メ科 植 物 のcycloidea相同遺 伝 子 にお け る そ れ ぞれ の領 域 の 保
存 性 は、 平均 してべ 一 シ ヅク領域 が80,7%、ヘ リ ックス1領 域 が78.1%、ル ー
プ領 域 が77.7%、そ して ヘ リ ヅクスII領域 が60.1%であ り、 べ 一 シ ヅク領 域 の









較的強 く単系統性が支持された(NJ法 ではブー トス トラヅプ値87%(図5)、
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ML法 で は68%(図6))。 またClade1には、 さ らに2つ の グル ー プが構 成 され
た 。 そ れ ぞ れ を 便 宜 上Clade1AとClade1Bと称 す る 。 い ず れ の 系 統 樹 で も
Clade1AはCrTCPI、CrTCP2、・ ITCP1、WffCPI、お よびWffCP2で構 成 され 、
Clade1BはCrTCP3、PITCP2、お よ びSffCPIで構 成 さ るこ とか 明 らか にな っ た
(図5,図6)。 そ れ ぞれ の 支 持確 率 は、Clade1AはNJ法で は32%、ML法 で は
53%、 またClade1BはNJ法で は100%、ML法 で は97%と な り、 どち らの解 析
結 果 にお い て もClade1Aの単 系統性 の 支 持確 率 は低 く、Clade1Bの支 持確 率 が
高 い こ とが 明 らか にな っ た(図5,図6)。Clade2は 、ML法 で は その 単 系統 性
が 強 く支 持 され た が(84%:図6)、NJ法 で は高 い 支持 確 率 が 得 られ な か った
(49%:図5)。Clade2は、PITCP3、SffCP2、お よびWffCP3の3つ の マ メ科 植
物 か ら単 離 した 遺伝 子 に加 え、 トウモ ロ コ シのTB1の4つ で構 成 され る こ とが
明 らか にな っ た。Clade3は、(JYC、DICH、お よびL(yCと シ ロイ ヌナ ズ ナ のTCP1
で 構 成 され 、NJ法 で は 高 い 支持 確 率 は得 られ な か か っ た が、ML法 で は その 支
持 確 率 が78%と 比 較 的 高 か っ た(図5,図6)。ML法 で は 各Cladeの間の 関係
は は っ き り しな か っ たが 、NJ法 で はClqde1とClade3が単 系統 群 を構 成 した
(70%:図5)。 クズ か ら単離 したPITCP4は、 マ メ科 植 物 か ら単 離 した他 の 遺
伝 子 で 構 成 さ れ る系統 群 か らは離 れ 、 シ ロイ ヌ ナズ ナのTCP2と 比 較 的近縁 で
あ る こ とが 明 らか に な っ た。
図5に 示 したNJ法 の結 果 か らは 、 マ メ科植 物 か ら単 離 した遺 伝 子 で 構 成 さ
れ るClade1とCYCやDICHな どが含 まれ るClade3が姉 妹 群 を構 成 す るこ とが
示 され て い る が 、 図6に 示 したML法 の結 果 で は、 マ メ科 植 物 で構 成 され る






され、図5に 示すNJ法の結果 と同様の結果 となることが明らかになった(表5)。
NJ法およびML法 の結果をもとにしたGeneTree解析から、最低3回(被 子
植物の起源以前に1回 、以降に2回)の 遺伝子重複を仮定 しない と、遺伝子系
統樹は種の系統樹の分岐パターンと一致 しないことが明 らかになった(図7)。
また、マメ科植物が起源 した後も、少な くとも5回 は遺伝子重複を遂げている
ことが明 らかになった(図7)。 この結果は、マメ科植物のcycloidea相同遺伝
子はマメ科植物が起源する以前から繰 り返 し遺伝子重複や欠失を経験 してお り、
また、マメ科植物が起源 した以降もさらに遺伝子重複や欠失を繰 り返 している
ことをを示 している。
1-3-4.CYC相同遺伝 子 の配 列 中の保 存 性
マ メ科 植 物 か ら得 られ たCYC相 同遺 伝 子 を用 い て 、 同義 置換 率 と非 同義 置 換
率 の 比(Ka/Ks)の比 較 を行 った(表4)。 その 結 果 、 マ メ科 植 物 のTCPド メ イ
ンに お け るKa/Ks値は 、PITCPI-CrTCP1の0.159が最 も高 い値 を示 し、 他 は全
て この値 以 下 で あ っ た。 一 方、 ドメ イ ン以 外 の 部 分 につ い て はPITCP3-WffCP3
の0.389が最 も小 さ く、 また最 高値 はSffCPI-CrT(=P3の1.080であ っ た 。 この
16
値 と比 較 す るた め に、 キ ン ギ ョソ ウのCYCとDI(]H、 ホ ソバ ウ ンラ ンの 五(yc
を用 い て 同様 の解 析 を行 った 。 その 結 果 、TCPド メ イ ンに 関 しては0.018から





1-4-1.cycloidea相同 遺 伝 子 の2つ の ドメ イ ン
cycloidea相同遺伝 子 はTCPド メ イ ン とRド メ イ ンの2つ の ドメ イ ン を持 つ
こ とで 認 識 さ れて い る(Cubasetal.,1999a)。本 研 究 で 単離 したcycloidea相同
遺伝 子 は、 マ メ科 植物 で は最初 の報 告 で あ る。
この 遺 伝 子 に含 まれ る2つ の ドメイ ンの う ち、TCPド メ イ ンは べ ー シ ヅク、
ヘ リ ヅ クス1、ル ー プ、お よびヘ リヅクス2の4つ の 領域 が含 まれ る。Cubasetal.
(1999a)は、 これ らの4つ の領 域 の うち、 べ 一 シ ッ ク領 域 の保 存 性 が 最 も高
い と報 告 して い る。本 研 究 の 結果 で もべ 一 シ ヅク領 域 の保 存 性 が 最 も高 く、 こ
れ まで の 結 果 を支 持 して い る。CYCITBIサブ フ ァ ミ リー に含 まれ る遺 伝 子 のTCP
ドメ イ ン 中 の ベ ー シ ック領 域 に は 、核 移 行 シ グ ナル が存 在 す る こ とが 報 告 され
て い る(CubasetaL,1999a)。KosugiandOhashi(1997)は、TCPド メ イ ンを もつ
イ ネ のPCF1とPCF2の 研 究か ら、PCNA遺伝 子(ProliferatingCellNuclearAntigen
gene)のプ ロ モ ー タ ー領 域 に特 異 的 に結合 す るた め にTCPド メ イ ン 中 の べ 一 シ
ヅ ク領 域 が 必 須 で あ る こ とを報 告 して い る。 ベ ー シ ヅク領 域 の 中 に は、DNAと
相 互 作 用 す る アル フ ァヘ リックス構 造 を持 つ もの もあ るが(LittlewoodandEvans,
1994)、KosugiandOhashi(1997)は、TCPド メ イ ン 中 のべ ー シ ヅク領 域 は ヘ ヅ リ
ク ス構 造 を妨 げ るア ミノ酸 を含 んで お り、 この 領 域 は これ まで とは 異 な るDNA
結 合 様 式 を持 つ 可 能性 が あ る と報告 して い る。 この よ うに、TCPド メ イ ンの べ





は、TCPドメインだけではな くRド メインも持つ(図8)。Rド メインは、CYC、
・DICH、およびLCYCの 間で約85%の ア ミノ酸が相 同であるが、これまでのと
ころ機能に関 しては報告がな く、この ドメインがTCP遺伝子族においてどのよ
うな機能を果たすのかは今後の課題である。
マメ科植物か ら単離 した遺伝子の多 くはClade1に属する(図5 ,図6)。この
単系統群 には、1種 から得 られた複数の遺伝子が含 まれ ることが明らかになっ
た。Luoetal.(1999)は、キンギョソウの左右相称花形成に関わる(yCとDICH
の相同性が高いことか ら、 これ らの遺伝子が遺伝子重複 によって生 じたと報告
している。またVieiraetal.(1999)は、キンギョソウおよびそれ と同属の種のゲ
ノムを用いた研究から、発現の有無は不明だが、 これ らの遺伝子がゲノム上に
数多 く存在 し、それ らを用いた遺伝子系統樹の結果 から、それぞれの植物種に




源 した後にも遺伝子重複や欠失 を繰 り返 している可能性を示 している(図7)。





しく低 い値を とることか ら、 これらの遺伝子の ドメイン領域は保存性が高 く純
化選択 をうけている結果を得た。すでに単離されている(yc、DICH、および





1-4-2.cycloidea相同遺伝 子 の遺 伝 子 系 統樹 とマ メ科植 物 の花 の相 称 性 の進 化
本研 究 は・ マ メ科 植 物 各 種 に複 数 のcycloidea相同遺 伝 子 が存 在 す る こ とを明
らか に した。 これ らの 結 果 か ら、 こ こで はマ メ科 植 物 のcycloidea相同遺 伝子 の
機 能 の 推 定 を試 み たい 。
この 遺 伝 子 系統 樹 にお いて 、Clade2を構 成 す る4つ の遺 伝 子 の うち、TBIは
トウモ ロ コ シ か ら単 離 され た遺伝 子 で あ る。TBIは 、 腋 芽 の頂 端 分 裂 組 織 に影
響 を及 ぼ し下 方 の 節 の側 芽 の発 達 を抑 制 す る とい う機 能 を持 つ こ とが報 告 さ れ
て お り(Doebleyetal.,1997)、飼 料 と して有 用 な ブタ モ ロコ シ(teosinte)はこ
の 遺 伝 子 の 突 然 変 異体 と して報 告 され た もの で あ る(Doebleyetal.,1997;Wang
etaL,1999)。この結 果 を考 慮 す る と、TBIと単 系統 群 を構 成 す るClade2に属 す
るマ メ科 植 物 のcycloidea相同遺伝 子 は 、花 の相 称性 に関 与 して い る可 能性 は低
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いと考えられ る。
NJおよびMLの 結果は、多 くのマメ科植物のcycl・idea相同遺伝子が属 して
いるClade1が、キンギョソウやホソバウンランで左右相称花の形成 に関与する

























図1.放射 相 称花 と左 右 相 称 花.左 の 放 射 相 称 花 はナ ス 科 植 物 の ア ツバ ク コ(Lycium
sandwicense)、右 の左 右 相 称 花 は ラ ン科植 物 の ク マ ガ イ ソウ(()yρripedium
/aponicum)を示 す.
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ノ ボ ロギ ク(Seneciovulgaris)
ホ ソ バ ウ ン ラ ン(Linariavu'garis)














シ ロイ ヌナ ズ ナ(Arabid。psisthaliana)1
トウモ ・ コ シ(Zeamays)1
マ メ科
(Leguminosae)
ヤ ナ ギ 科
(Salicaceae)








図2.本 研 究 で 遺 伝 子 系 統 樹 に 用 い た 分 類 群 が 属 す る科 と 系 統 群 の 関 係.Chaseetal.(1993),
Doyleetal.(1997)およ びKajitaetal.(2001)より改 変.
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  10 20 30 40 50 60 
 atgtttgggaagaacacatacctacatctccctcaggtttcatcctcccttcact  ctcgc 
 M  F  GKNT  YLHLPQVSSSLHSR 
   70 80 90  100 110 120 
 gccgctacttotgttgtcgatctcaacggcaatgagatccagctccacgacatgctctoc 
 AA  T  SVVDLNGNE  IQLHOMLS 
   130  140 150 160 170 180 
 ggtcattacttaacaaccgcgaatgctccggttcttgagtccaccgctttgttcaacaac 
 G  H  Y  L T T  ANAPVLES  T  AL  F  N  N 
   190 200 210 220 230 240 
 aacaacaacttcaatcacgacgtogttaatggcctaaacagagatccttctcccacattt 
 NNNFNHDVVNGLNRDPS  PT F 
   250 260 270 280 290 300 
 ccgacaaaacaggccgtgaaaaaagatcgccacageaaaatatacacatcacaagggcca 
 P  TN  Q  A  V  K K  DRHSK I Y T  SQGP
   310 320 330 340 350  360 
agggacaggagagtccgtttatccatcggcattgcgagaaagttctttgatctacaagag 
 RDRRVRL  SIGIARK  FFDLQE
   370 380 390 400 410  420 
atgctaggtttcgacaagccgagcaaaacccttgattggctgctcactaagtcgaaaacc 
 MLGEDK P S K  T  L  D  W  L  L  T  K  SK T
   430 440 450 460 470 480 
gctatcaaagagcttgtgcagtctaaaagtactaagagcaactcttcctccccttgtgat 
 Alf<  SK  KS  T  K  SNSS  SPCD 
imi^ 
   490 500 510 520 530 540 
 gattgtgaggaagttgtgtctgtagattotgagaatg-tgacagatcattcaaaggggaaa 
 VV  VS V  DSENV  T  DESK  Gi< 
   550 560 570 580 590 600 
 tcactgaaggctaacaacaaatgtaaagaagcaatggattcacatcaagcagcagccaaa 
S L  RANNK  OKEAMDSHQAAAK 
   610 620 630 640 650 660 
 gagtcgagggcgaaggcgagagcgagagctagggaaagaactaaggagaagatgtg-tatc 
 ESR  AK  AR  AR  ARER  TKEK  MCI
図3,くy`10'd印(Y16313:Luoota1.,1996)中のTCP-d。mainとR-dom且inの位 置.下 線 の う ち 太 線 は





 1  .1
 WfTCP1 
 Cr  TCPI 
 P1 TCPI 
 Cr  TCP2 
 WfTCP2 
 P1  TCP2 
 SiTCP1 
CrTCP3
 BA$1C HELIX I LOOP  HELIX II  
 I  HTSQGLRDRRVRLS  I  D  IARE  FFDLQDMLGFDKASNT  LDWLFSKSNIKAI  EELTRIKNCS  - 
I ET SQGLRDRRVRLS I D I SRN FFNLQDMLGFDKASNT LDTATLFNKSKKAIIKELAQS1CN SG-
/ HT SQGLRDRRVRLS IE IARI<FFDLQCELGFDKASNT LDTAIL FTKSKKAIKELTRSHN SA-
I YT SQGLRDRRVRLS IE IARK FFDLQDMLGFDKASNT LEWLFNKSIWLIKE.LARSial SN-
I HT SQURDRRVRLS I D TARKFFDLQDMLGFDKASNTLEWL FTKS KKAIKDLAKSKN SN-
IHT SQGLRDIRRVRLS IE TARKFFDLQDMLEFDKPSNTLEWL FTKS ENAI HELARSKHSG-
I HT SQGLRDRRVRT,S  IF.  IiRl<FFDLQDMLEFDKPSNTLEWL  FTKSENAIKELARS  KN  S  S  -
THT SOGLRDRRVRLS IE IARKFEDLQDNLEV DKPSNTLEWL FTHS ENAI KE LARS KHNS -




 INTARGLRDRRERLSLEVALRFFOLODHLGFDKASKTVEWLLNOAKGEIKQLVRE,K---  - 
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図6.ML法を用いたTCP遺伝子族の遺伝子系統樹 太字で示 した遺伝子は本研究で単離 した




















































































































































































































































































表4・TCPドメ イ ンお よび ドメ イ ン間 の 同義 置換 率(Ks)、非 同義 置換 率(Ka)、お よび その 比較
(Ka/Ks)を示 す.Aは本研 究 で得 られ た マ メ科 植 物 の(rycloidea相同遺 伝 子 を用 いて 比 較 し
た 結 果 を 示 す.Bは これ まで に明 らか にな って い るcycloidea(cyc)、L(rycloidea(Lcツc)

































































































































































































































第2章:マ メ科植 物 のcycloidea相同遺 伝 子 の発 現 解 析
2-1.序 論
本研 究の第一章の結果か ら、マメ科植物の花で発現 していると考えられる
cycloidea相同遺伝子が単離された。系統解析の結果、単離された遺伝子の大部
分を含むClade1が、花の相称性に関与 しているCYCな どが含 まれるClade3と










背軸側 の2枚 の花弁は左右の2枚 の花弁様にそれぞれ変化 し、背軸側の1本 の
雄蕊は他の雄蕊 と形態が異なることが報告されている(LuoetaL,1996)。また、
この突然変異体は、野生型 よりも蓉片、花弁、および雄蕊の数が1つ ずつ多 く
形成 されることが知 られている(Luoetal.,1996)。これは本来6つ ずつ形成さ
れるはずの薯片、花弁、および雄蕊が、CYCの影響でそれぞれ5つ しか形成 さ
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れ な くな った と考 え られ て い る(Luoetal.,1996)。薯 か ら雌 蕊 に 向 か って求 心
的 に発 生 す る キ ンギ ョ ソ ウの花 の 各器 官 の う ち、 ㏄ は花 原 基 が発 生 して きた
直後 か ら向 軸側 付近 で の発 現 が確 認 され て お り、6つ か ら5つ に減 った原 基 は
最 も強 くCYCが 発 現 して い る領 域 にそ の発 生 が 予定 さ れ て い た もの で あ る と考
え られ て い る(Luoetal.,1996)。これ らの こ とか ら(TCは 、 発生 段 階 の初期 に
は、 発 現 の 強 い 場所 の原 基 の 発達 を遅 滞 も し くは停 止 させ 、 また 発 生 の後 期 で
は原 基 を大 き く発達 させ る方 向 に は た ら くこ とに よ って 、 各 器 官 に個 性 を与 え
て い る と考 え られ てい る(Luoetal.,1996)。さ らに、Gaudinetal.(2000)は、 キ
ン ギ ョ ソ ウ のCYC突 然 変 異体 で は、 背 軸側 の雄 蕊 で 細 胞 周 期 の調 節 因子 で あ る
cyclinD3b、cyclinB1、cyclinB2、cdc2b、お よびcdc2cが検 出で きな い こ とを明 ら
か に した 。 こ の結 果 は 、(ycが 細 胞 周期 を調 節 す る こ とで 、 各 器 官 の発 達 を制
御 して い る可 能 性 を示 して い る。
一 方 、DICHの み の 突 然 変 異体 は、 向軸 側 の花 弁 の み に 影 響 を及 ぼ す こ とが
報 告 され て い る(Luoetal.,1999)。この 遺伝 子 は 、CYCの 発 現 場 所 よ りは 小 さ
い もの の 、 花 の 発 生 の初 期 に 向軸側 で発 現 し、 時 間 的 に も空 間 的 に も α℃ と類
似 点 が 多 い こ とが報 告 さ れて い る(Luoetal.1999;KosugiandOhashi,2002)。
近 年 、キ ン ギ ョソ ウの 向軸 側 の2枚 の花 弁 で発 現 して い るDrvに 関 して、CYC
とDI()Hの 二 重 突 然 変 異 体 を 用 い た研 究 か ら、 そ の 作 用 が 明 らか に な っ た
(GalegoandAlmeida,2002)。1)rVは、(yCとDICHが 属 す るTCP遺 伝 子族 で
は な くMYB遺 伝 子族 に属 す る(GalegoandAlmeida,2002)。この 遺 伝 子 の発 現
はCYCとDICHに よ って 向軸 側 の2枚 の花 弁 だ け に抑 え られ て お り、eVCと































以 下 の サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン、 お よびinsituハイ ブ リダ イゼー シ ョ
ン は、 本研 究 の 第 一章 の結 果 か ら最 も数 多 くのcycloidea相同 遺伝 子 が単 離 され
た ク ズ を用 いて 行 っ た。
2-2-2.サザ ン ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン
マ メ科 植 物 のcycioidea相同遺 伝 子 の花 器 官以 外 で の 発 現 を確 認 す るた め に、
第 一 章 で 行 っ た全RNA抽 出法 を用 い て 、 花序 か らの全RNAと 葉 お よび茎 の全
RNAを 抽 出 した 。 それ ぞ れ の全RNAを 用 いて 第 一章 で 行 っ たRT-PCR法に よ
ってRT-PCR産 物 を合 成 した。 このRT-PCR産物 を1%ア ガ ロ ー ス ゲ ルで 電 気
泳 動 した後 、 その ア ガ ロー スゲ ル を酸性 溶 液(250mMHCI)中 で ゆ る く振 とう
しな が ら15分 置 い た 。 その 後、 蒸 留 水 で2回 す す い だ後 に変 性 反 応 と して ア
ル カ リ性 溶 液(1.5MNaCl,0.5MNaOH)中で ゆ る く振 と う しな が ら30分 置 い
た。 蒸 留 水 で2回 すす い だ後 に 中和 反 応 と して 中性 溶液(1。5MNaC1,0.5M
Tris-HCI(pH8.0))でゆ る く振 と う しな が ら30分 置 い た 。 これ らの 反応 後 、 ア
ガ ロ ー ス ゲル に メ ン ブ レ ン(Hybond-N+,AmarshamBiosciences)をの せ て 一晩
プ ロ ヅテ ィ ン グ を行 った。転 写 され たDNAを メ ンブ レン に定 着 させ る ため に、
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メ ン ブ レ ン を80度 で2時 間 熱 乾 燥 し た 。 こ の メ ン ブ レ ン を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン バ ヅ フ ァ ー(ECL-directnucleicacidlabellinganddetectionsystems:
Amersham)に浸 して37℃ で20分 プ レ ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。100ng
の プ ロー ブDNA、10plの1abeIlingregent(ECL-directnudeicacidlabellingand
detectionsystems:Amersham)、お よ び10μ1の グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ドを 混 和 し て
標 識 し た 。 プ ロ ー ブ に は 、PITCP1、PITCP2、お よ びPITCP3配 列 か ら の 保 存 性
が 高 い こ とが 明 らか に な っ たTCPド メ イ ン とRド メ イ ン を 外 し た 部 分 に 、 約
100bpの相 互 に 相 同 性 の 低 い 領 域 を設 定 し、 そ の 部 分 の 一 本 鎖DNAを 合 成 し て
用 い た 。 標 識 した プ ロ ー ブ を 加 え て 、37℃ で 一 晩 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行
っ た 。そ の 後 メ ン ブ レ ン を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー(0.4%SDS,05xSSC)で2回 洗 浄(20
分 、10分)し た 後 に 、さ らに2×SSCで2回 洗 浄 し た(各5分)。 洗 浄 後 、detection
regent(ECL-directnucleicacidlabellinganddetectionsystems:Amersham)を用 い
て 、 標 識 プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リダ イ ズ さ れ て い る 部 位 を発 光 さ せ 、X線 フ イ ル ム
上 で 約1時 間 の 露 光 を 行 い 、 各 遺 伝 子 の 有 無 を 確 認 した 。
2-2-3.組織 切 片 の作 成
野外 で採集 し、氷中で保存 してきた様々な発生段階のクズの花序 を固定液
(4%パラホルムアルデ ヒド,0.25%グルタルアルデ ヒ ド,100mMリン酸緩衝液,
pH7.4)の入った固定瓶に入れ、室温で2時 間以上脱気 し、組織内に固定液 を
浸透 させた。その後、新 しい固定液に変え4℃ でゆっくりと振 とうしながら一
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晩 以 上 固定 した。固定 液 が室 温 に戻 った後 、エ タ ノー ル シ リー ズ(10,30,50,70,
90,100%)で脱 水 を行 っ た。 そ の際 、 各 濃 度 の 工 タ ノ ール へ の 置換 は30分 ず
つ と し、 そ の 間2、3回 液 換 えを行 った 。 また 、 パ ラ フ ィ ン包 埋 後 にサ ン プル
の 位 置 及 び 向 き が 認 識 しや す い よ う に50%エ タ ノ ー ル の 際 に サ ン プ ル を
0.002%のサ フ ラニ ンで 染 色 した 。脱 水後 、 キ シ レ ンシ リー ズ(キ シ レ ン:エ タ
ノー ル=25:75,50:50,75:25,100:0)で組織 内 の エ タ ノー ル を キ シ レ ンに置 換 した。
そ の後 、 固定 ビ ンの1/4あ た りまで100%キ シ レ ンを残 し、 そ の上 に ゆ っ く り
と溶 融 パ ラ フ ィ ン をの せ 、32℃で 一 晩、 さ らに42℃ で 半 日以 上 お き、 緩 や か に
パ ラ フ ィ ン を飽 和 させ た 。次 に60℃ の オー ブ ンに入 れ、2日 間 に数 回100%パ
ラ フ ィ ン に 交 換 して 、 完 全 にパ ラ フ ィ ンに置 換 した 。 最 後 に、 シ リコ ンの 角 形
ケ ー ス に空 気 が 入 らな い よ うに注 意 しな が ら包 埋 した 。
トリ ミ ン グ した包 埋 プ ロ ヅクか ら回転 式 ミク ロ トー ム で厚 さ6-10μmの切 片
を作 り、37-42℃に加 熱 した伸 展器 上 で1-3日 間お き、APSコ ー ト付 きス ラ イ ド
グ ラ ス に切 片 を接 着 させ た。
2-2-4.insituハイ ブ リ ダ イ ゼ ー一シ ョ ン
insituハイ ブ リダ イゼ ー シ ョンは 、 主 にKouchuandHara(1993)の方 法 に従
っ た 。 切 片 が の った ス ラ イ ドグ ラス を100%キ シ レ ンに3回(各10,5,5分)、
キ シ レ ン:エ タ ノー ル(1:1)に1回(5分)、100%エ タ ノー ル に3回(各5分)
通 した 後 、1時 間以 上 完 全 に減圧 乾燥 させ た 。そ の後 、エ タ ノ ー ル シ リー ズ(100,
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95,90,70,50,30%:各2分)及び滅 菌 水 へ の 置換2回(各5分)を 経 た後 、ペ プ
シ ン(250mg/mlinO.1NHCl)で組 織 の 表 面 の タ ンパ ク を除 去 す る処 理 を行 った
(37℃、30分)。 滅 菌水 に2回(各5分)洗 浄 後 、2xSSPEで2回 洗 浄 した後 、
滅 菌 水 及 び エ タ ノー ル シ リー ズ(30-100%)を経 て 、 再 び完 全 に 減 圧 乾 燥 させ
た 。50%ホ ル ム ア ミ ドと2×SSC溶 液 を底 に入 れ た シ ャー レを42℃ の イ ンキ ュ
ベ ー タ ー 内 に置 き、 そ の 中 にス ラ イ ドク ラス を入 れ 、 調 整 した プ ロー ブ溶 液 を
切 片 が 完 全 に覆 うよ うにの せ、 気 泡 が 入 らな い よ うに カ バ ー グ ラ ス を かぶ せ て
ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン を行 った(45℃16時 間 以 上)。 プ ロー ブ は 、 サ ザ ンハ
イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン と同 じ配 列 を用 い 、 そ の合 成 産 物 を100pmolの濃 度 にな
るよ うに 調 整 し・DIGoligonucleotide3'-endlabelingkit(Roche)を用 いて 標 識 した 。
そ の 後 、4×SSC溶 液 に浸 し、15分 以 上 放 置 す る とカ バ ー グ ラ ス が ず り落 ち て
くる の で 、 組 織 を傷 つ けな い よ う に カ バ 一ーグ ラス を取 り除 き、 さ ら に4XSSC
溶 液 内 で5分 間(室 温)、2xSSC溶液 内 で30分 間(37℃)、05×SSC溶 液 内で
30分 間(37℃)洗 浄 した 。 そ の後 、RNAinsituhybridizationanddetectionkit
(Rembrandt)を用 い て発 色 を行 っ た 。発 色 後TBSバ ッフ ァー(50mMTrispH8.0,
138mMNaCI,2.7mMKCl,0.05%(w/v)Tween20)で反 応 を止 め た 。 発 現 部位 が 確
認 で きた プ レパ ラ ー トに 関 して は、 滅 菌 水 で2回(各2分)洗 浄 した後 に、 エ
タ ノー ル シ リー ズ(30,50,70,90,95,100%)を各2分 ご とを経 て 脱 水 を行 っ た。
脱 水 後 、 キ シ レン シ リー ズ(キ シ レ ン:エ タ ノー ル=50:50,100:0)に各5分 ず
つ 浸 し、 エ タ ノー ル を キ シ レン に 置 換 して 、 エ ンテ ラ ン(MERCK)を 用 い て
封 入 し、 検 鏡 を行 っ た。
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2-3.結 果
2-3-1.サザ ン ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン
本研究では、コン トロール として各器官で恒常的に発現 していることが明 ら
かなrRNAを 用いた。コン トロールの発現解析の結果から、rRNAは花 と葉お
よび茎のいずれの器官においても発現 していることが確認 された(図9)。
サザ ンハイブリダイゼーションの結果、クズか ら単離 したPITCPI、PITCP2、
およびPITCP3は、それぞれ花のみで発現 してお り、葉や茎では発現 していな
いことが明らかになった(図9)。Clade2に属する遺伝子の中では、 これまでに
TBIの発現 しか調べ られてお らず、この遺伝子は前述のように茎の節での発現
が報告されている(Doebleyetal.,1997)。そのため、本研究ではClade2に属す
る遺伝子は花以外の器官での発現の可能性 を想定 していた。しか し、Clade2に
属するPITCP3が花のみで発現 していることが示され(図9)、 これまでの推察
とは異なる結果となった。
2-3-2.insituハイ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
本 研 究 のinsituハイ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン に は 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル に プ
ロ ー ブ と し てDigoxigeninlabelledpositivccontrolpolyArepeatoligoprobe
(Rembrandt)を、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と してDigoxigeninlabellednegative
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controlprobe(Rembrandt)を用 い て、 本 研 究 で 用 い た それ ぞ れ の プ ロー ブの発
現 とポ ジテ ィ ブ コ ン トロー ルお よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロー ル に よ る発 現 を比 較
した 。
まず 、 花 器 官 が未 分 化 の状 態 の花 原 基 を用 い てinsituハイ ブ リダ イti-一シ ヨ
ン を行 っ た。 そ の 結 果 、PITCP1、PITCP2、お よ び.PITCP3はとも に、 発生 初
期 の 花 原 基 で 発 現 が 見 られ た(図10)。 マ メ科 植 物 の 花 の各 器 官 は、 薯 か ら心
皮 へ と求 心 的 に発 生 して く るこ とが 明 らか に な っ て い る(Tucker,1987)。本 研
究 の 図10は 苞 や 蓉 の 発 達 は 見 られ る もの の、 花 弁 原 基 や雄 蕊 原 基 の 発 達 は 見
られ な か っ た 。 この 結 果 か ら、 花 の各 器 官 の 原 基 が発 生 す る以 前 の段 階 か ら、
クズ の ・PITCPI、PITCP2およびPITCP3は発 現 して い る こ とが 明 らか にな った
(図10-1,3,5)。
さ らに、 先 程 の 結果 よ りも花 の発 生 段 階 が 進 み 、 花 の各 器 官 の 原 基 の 発 達 が
認 め られ る段 階 の切 片 を用 い て`η ∫∫伽 ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン を行 っ た。 そ の
結 果 、PITCP1およびPITCP2をプ ロー ブ と して 用 い た切 片 で は、 そ れ ぞれ の遺
伝 子 の極 性 発 現 が確 認 で きた(図10)。PITCP1は、 向軸側 と側 軸 側 の雄 蕊 のみ
で 発 現 が 見 られ た(図10-2)。PITCP2は、 向軸 側 の 花 弁(旗 弁)お よび 向軸側
と側 軸 側 の 雄 蕊 で 発 現 が見 られ 、 特 に最 も向 軸側 の 雄 蕊 で は強 い 発 現 が 見 られ
た(図10-4)。またPIT(=P2は、PITCP1で発 現 が確 認 され た領 域 よ りも発 現 領
域 が広 い こ とが 明 らか に な った(図10-4)。.PITCPIとPITCP2はと もに背 軸 側
付 近 の 器 官 に お け る発 現 は 確 認 す る こ とは で き な か っ た(図10-2 ,4)。一 方
・PITCP3は、PITCPIとPITCP2が極 性 発 現 を示 した の とほ ぼ 同 時期 の 組 織切 片
上 で は 発 現 を確 認 す る こ とが 出来 な か っ た(図10-6)。PITCP3に関 して は、 花
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花弁は向軸側 から背軸側 に向かって1枚 の旗弁、2枚 の翼弁、そ して2枚 の竜
骨弁 と、それぞれ特徴的な形態を示 し、 また10本 の雄蕊も向軸側か ら背軸側
に向かって長 くな り、それぞれの雄蕊は先端で旗弁側に向かって曲がることで、
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蝶形花 の相称性 を特徴づけている。本研究の結果か ら、クズから単離 された
PITCPIの発現は向軸側か ら側軸側にかけての雄蕊で認められ(図10-2)、また
PITCP2の発現は旗弁と2枚 の翼弁、および向軸側から側軸側にかけての雄蕊
で認め られた(図10-4)。この結果か ら、これ らの遺伝子の発現が認められた
向軸側か ら側軸側 にかけての器官と、発現が認められなかった背軸側の器官の
間に、 これ らの遺伝子の影響で発達の程度に差異が生 じた結果、特徴的な左右
相称花が形成されていると考えられる。






ソバ ウンランとマメ科植物の2つ のグループの花の左右相称性の進化に、同 じ
TCP遺伝子族に属するが別々のグループに含 まれる遺伝子が関与 し、それぞれ
独立に花の左右相称性の機能を獲得 したとする仮説であ り、もう1つ は、共通
祖先で花の左右相称性 を支配する機能を獲得 し、 シロイヌナズナのTCP1で そ
の機能 を失った という仮説である(図11)。しか し、本研究で得 られた遺伝子







ブクレー ドが認められたが、蝶形花の形成に関与することが示 された2つ の遺
伝子のうち、PITCPIはClade1Aに、PITCP2はClade1Bに属することが明 らか
になった(図5,図6)。 これ らの遺伝子はともに、発現が花の横断切片のうち
背腹軸 に沿 って向軸側から側軸側の範囲に限って見 られる点で類似 している。
キ ンギ ョソウでも同様の発現領域の制限が認められ るが、 この場合は花の背軸
側で発現するMYB遺 伝子族に属するDrvが関与 している可能性が指摘されて
いる(AlmeidaandGalego,2002)。αVCの存在下ではDIVは背軸側か ら4分 の3











それぞれ類似 した発現パターンを示 しながら特徴的な左右相称花 を形成 してい
る可能性が示唆された。 しかし本研究の第一章の結果か ら、例 えばヒメエニシ
ダではClade1AにはCrTCP1とCrTCP2が、Clade1BにはCrTCP3が属 し、花の
相称性に関与する可能性のある遺伝子が少な くとも3つ 存在する(図5,図6)。
この結果を考慮すると、発現解析を行 ったクズの場合 も .PITCP1とPITCP2以
外 にまだ単離 されていない遺伝子が存在 する可能性がある。マメ科植物では、












図9.RT-PCR産物 に対 す るサ ザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン を用 いたPITCIP1、PITCP2、






図10.insituハイ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを用 いたPITCP1、PITCP2、お よ びPITCIP3の花 原 基 の
発 現 解 析.1,3,5は花 の発 生 段 階 の 初期 縦 断切 片 、2,4,6は各 原基 の 伸 長 段 階 の横 断 切 片
7は尊 の伸 長 後 の縦 断切 片 にお け るPITCP3の発 現 を示 す,b=苞、c:心皮 、s:雄蕊 、se:薯
































































の系統樹 と遺伝子の系統樹を比較 した結果か ら、多 くの遺伝子重複 を経験 して









しく高 いことを明 らかに した。さらにこの研究では、ある特定 のア ミノ酸が変
化することによ りRZVASE'1では7.4であったRNaseの至適pHが 、RZVASEIBで
は6.3に変化することが明 らかになった(Zhangeta1.,2002)。本研究でも、遺伝
子重複 に伴 う機能変化 に関連すると考えられるアミノ酸置換 を検出するために、
マメ科植物のcycloidea相同遺伝子を用いて、全ての組み合わせで ドメインお よ
び ドメイン間のKa/Ks値を計算 した。その結果、どの場合もほぼKa/Ks値は1.0
よ り小さ く、 中立進化 よ りも高い非同義置換率は検出で きなかった(表4)。 ま
た、本研究ではキンギョソウのcycやDICH、ホソバ ウンランのLCYCを用い
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てKa/Ks値を計 算 した が 、これ らの 間 で も結 果 は 同様 で あ った(表4)。 さ らに、
LukensandDoebley(2001)でも、TCP遺 伝 子 族 に含 まれ る トウモ ロコ シのTBI
とそれ に 近縁 な植 物 の 相 同遺 伝 子 を 用 い てKa/Ks値が 算 出 され て い る が、 この
場 合 で も高 い 非 同義 置換 率 は検 出さ れ な か っ た。
Barrieretal.(1999,2001)は、 ハ ワイ 諸 島で大 規 模 に多様 化 して い るキ ク科 植
物 の ギ ン ケ ン ソ ウ類 と、 カ リフ ォル ニ ア に生 育 す る近 縁 な分 類 群 の 転 写 調 節 因
子 と構 造 遺 伝 子 の進 化速 度 の 比較 か ら、 高 い非 同義 置換 率 が検 出 さ れ な い場 合
で も、 急 速 な 形 態進 化 に は 転 写調 節 因 子 の 変 化 が 重 要 で あ る こ と を示 唆 す る結
果 を得 て い る。 実 際 に後 生 動物 では 、 体 制 の 決定 に 関与 す るHox遺 伝 子 族 が、
遺 伝 子 重 複 の 繰 り返 しに よ って様 々 な遺 伝 子 を生 じ、 そ れ ぞれ の遺 伝 子 が 個 々
の 機 能 を獲 得 した こ とに よ って、 現 在 見 られ る多様 な 形 態 が作 り出 され て い る
と考 え られ て い る(例 え ばHollandandGarcia-Fernandez,1996)。植 物 で も、 シ ダ
植 物 や 裸 子 植 物 か ら被 子 植 物 が進化 して きた過 程 でMADS遺 伝 子 族 に属 す る遺
伝 子 が繰 り返 し重 複 を起 こ し、 そ れ ぞれ の遺 伝 子 が機 能分 化 を遂 げ た 結 果 、 被
子 植 物 特 有 の 複 雑 な 生 殖 器 官 で あ る 花 が 出 現 し た と 考 え ら れ て い る
(Puruggananetal.,1995;Krameretal.,1998;Hasebe,1999;KramerandIrish,1999;
Theisseneta1.,2000)。
TCP遺 伝 子 族 に属 す る遺 伝 子 も また 、 多 くの 遺伝 子 重複 を繰 り返 して い る こ
とが す で に報 告 され て い る。 前述 の 通 りVieiraetal.(1999)は、 キ ン ギ ョソ ウお
よ び 近 縁 な植 物 の ゲ ノム を用 い て σ ℃ と相 同 な遺 伝 子 の 単離 を試 み た結 果 、 こ
れ らの植 物 に は 少 な くと も5個 の相 同遺 伝 子 が 存 在 す る こ とを 明 らか に した。
ま た、KosugiandOhashi(2002)は、 イ ネ を用 い てTCP遺 伝 子 族 に属 す る遺 伝 子
54
の 単 離 を行 っ た結果 、 イ ネ には 少 な くとも7個 の遺 伝 子 が存 在 す るこ とを示 し
た 。 本 研 究 の 結 果 か らも、 マ メ科植 物 に は花 で 発 現 して い る遺 伝 子 に限 って も
複 数 のcycloidea相同遺伝 子 が存 在 す る こ とが 明 らか にな り、 そ れ らは被 子植 物
の起 源 以 前 か ら遺伝 子重 複 を経 験 して きた こ とが示 され た(図7)。 花 で発 現 し
て い る キ ンギ ョソ ウの αCやDICH、 ホ ソバ ウ ンラ ンのLCIYCに加 えて、 茎 の
節 で 発 現 す る トウモ ロ コ シのTBIの 機 能 と比 較 す る と(Luoetal.,1996,1999;
DoebleyetaL,1997;Cubasetal.,1999b)、この 遺 伝 子 族 は発 現 部 位 の成 長 を抑 制
また は促 進 す る とい っ た機 能 を も ち、 そ の機 能 は植 物 群 や 発 現 器 官 を問 わず 保
存 され て い る と考 え られ る。 それ ゆ え に、TCP遺 伝 子族 の各 遺 伝 子 が極性 発 現
を 示 した 場 合 、 発 現 部 位 の器 官 の成 長 過 程 に変 化 を も た ら し、 非 発 現 部位 の 器
官 と異 な る発 達 をす る と考 え られ る(KosugiandOhashi,2002)。マ メ科 植物 の
左 右相 称 花 は、 進 化 の過 程 で繰 り返 し起 こ っ たTCP遺 伝 子 族 の 遺 伝 子 重複 の 結
果 、Clade1に属 す る遺 伝 子 が新 た に花 で の極 性 発 現 を す る形 質 を獲 得 した こ と
に よ り進 化 した と考 え られ る。
キ ン ギ ョソ ウの花 弁 は 、CYCに 加 え てDICHが 機 能 す る こ とに よ り、 さ らに
複 雑 な 花 弁 を 示 す(Luoetal.,1996,1999)。ホ ソバ ウ ンラ ン もLCYCの 作用 で左
右 相 称 花 を示 す(CubasetaL,1999b)。しか し、 キ ン ギ ョ ソ ウや ホ ソバ ウンラ ン
で は ペ ロ リア(peloricmutant)とい う左 右 相 称 性 を失 っ た突 然 変 異体 が 自然 界
で も 見 られ る(Gustafsson,1979;Luoetal.,1996;Cubasetal.,1999b)。一方、 マ
メ科 植 物 の蝶 形 花 に 関 して は 、花 の 器 官 の突 然 変 異 体 に関 して は 報 告 が あ る も
の の(Yaxleyetal,,2001)、左 右相 称 性 を失 っ た突 然 変 異 体 は 知 られ て い ない 。








を獲得 した結果、平行的に生 じたものであることを明 らかに した(図12)。植
物の形態進化の研究において、複数の植物群で平行進化 してい ると考え られる










たモデル植物で蓄積 している。今後、野生植物の形態進化過程 と相 同と思われ





Brassicales(シロ イ ヌ ナ ズ ナ)
Lamiales(キン ギ ョ ソ ウ,ホ ソ バ ウ ン ラ ン)
monocots(トウ モ ロ コ シ)
Rosid
A就erid
2.被子 植 物 の 系 統 を用 い た左 右 相称 花 の進 化 とcycloidea相同遺 伝 子 の 関 与 に 関 す る仮 説 ,
系 統 樹 はSoltisetaL(1999)を改 変 ■ は、 左 右 相 称 花 の進 化 とCycloidea相同遺 伝 子 の
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